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Neue Cytochrom P450 -Monoxygenasen und deren Verwendung zur 
Oxidation von N-heterocyclischen Aromaten 



Die 'Vor ; lfsfeegende^Brf i4iri«ngabetxi£f t. ,ne«e €yfc©chrom~-P450- Mo- 
nox^genasen,--,we33®he--zur ^©x4.dat>i©n*N^heite^oeycl*iS^her aromati- 
scher Verbindungen befahigt sind, dafur kodierende Nukleotid- 
sequenzen, diese Sequenzen enthaltende Expressionskonstrukte 
und Vektoren, damit transf ormierte Mikroorganismen, Verfahren 
zur mikrobiologischen Oxidation N-heterocyclischer aromati- 
scher Verbindungen und insbesondere Verfahren zur Herstellung 
von Indigo und Indirubin. 

15 Enzyme mit<>.neuartigen^ ent . 

weder durehA-SeaseenMSig maturlicher»Proben>oder*daarch Protein 
Engineeringc^beksanniteer^E^ .; Die letzt- 

genannte^Met^ode»fca!^^ sein f um 

Eigenscha^t&en^zu^i.ndu.z%e*en,^de%en GeWer^erung auf ' dem Wege 
naturlicher -Selection- unwabrscSheinlich ist .'.Trotz zahlreicher 
Anstrengungen z^mm -Engineer i»ng ^von^Enzwnen^g4ibt*es ?bi she r nur 
wenige e'rf olgreiche Studien zur Fdrderung der katalyt ischen 
Aktivitat von Enzymmutanten beziiglich eines bestitnmten Sub- 
strates (1-10) . In diesen bekannten Fallen sind die Substrate 
strukturell eng verwandt mit dem nativen Substrat des jeweili- 
gen Enzyms . Bisher gibt es keine Berichte iiber ein erfolgrei- 
ches Engineering von Enzymen, welche nach der Modifikation die 
Umsetzung einer Verbindung katalysieren, welche strukturell 
vollig verschieden vom nativen Substrat des Enzyms ist. 
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Die aus dem Bakterium Bacillus megaterium isoli-erbare Cyto- 
chrom P4 50-Monoxygenase katalysiert .gewohnlich die subtermina- 
le Hydroxy lierung langkettiger , gesattigter Sauren und der 
entsprechenden Amide und Alkohole davon oder die Epoxydation 
ungesattigter langkettiger Fettsauren oder gesattigter Fett- 
sauren mit mittlerer Kettenlange (11-13). Die optimale Ketten- 
lange gesattigter Fettsauren betragt 14 bis 16 Kohlenstoff- 
atome. Fettsauren mit einer Kettenlange von weniger als 12 
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Dxe Struktur der Ham-Domane von P450 B m , 
strukturanalyse besti mmt (14-16) ' ^ ^ 

liegt in Form einer lanaen tun. i Substrat i>indungsstelle 
von der Molekuloberf lache b^T ^ 6ffnUn9 VOr ' welc *e 

wird fast ausschliefilich VO n h7 T Ham - Molek <* reicht und 
grenst. Die einzigen gelaZLnT ^ " ^--sten be- 
Ha m - Dom ane sind J. ResL Irl 7 ^ " ^ ^«*cha der 
di - - der Bindung £ ^ ^ ^ 
BUdung einer Wasserstof f bruc^nMnT^ ^ 
Die Mutation von Arg47 2U b v * beteili ^ -ind (14). 

Enzyms fur Arachidonsaure (13 , ^ Inaktivie ^g des 

gegenuber C 12 -c 14 -Alkyltrimet ' ] a • rhoht dessen Aktivitat 

Substratnut,ung f ur ^ t ?J^~^^--^ («) - Eine 
zwei- oder mehrkernige N net Verblndun 9en, insbesondere 
dieses E n 2ym nicht be^h^^T 11 ^ 6 Ar ° maten - wurde fur 
*er Facnweit -H^-o-J^^ aT* ^ in 

strukturellen Unterschiede u T n , ^ ^ deutlic ^n 
BM-3, insbesondere aufg rund de^PenT " ********* von P450 
welche an die oben erwannten Re Ste 

^ k6nnten ' ^in substrat darste^en, bin- 
Es ist deshalb Aufgabe d 

tisch aktiv sind. de "" lch anderen Substraten enzyma- 

Diese Aufgabe konnce uben-a^h ^ 

cxisc her zwel . oder ilc:; jriir r dation N - h °— 

fahigt ist. 9Sr armo t 1S cher Verbindungen be- 

insbesondere sind Gegenstand der ErfinH 

sen, deren Substrat -bindender b! , 9 S ° 1Che ^na- 
Mutagenese 2ur funktionalen Au h ^ ^sspezlf ische 

nalen Aufnahme des N-heterocyclischen 
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In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung sind die 
neuen Monoxygenase JiosUch^d . h . ,in ©a^.tawmenib»9 ! |igebundener 
Formwex*#sjfeent ,^oad^n^«^ : ei#^Pc^^p.^^t.dechv -akt iv . 

Die er£±i»ndu:ragisgem^^^ sind^orz^gsiweise abgelei - 

tet von Cytochrom P450 Monoxygenasen bakteriellen Ursprungs, 
wie insbesondere abgeleitet von Cytochrom P450 Monoxygenase 
BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemaS 
SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine f unktionelle , d.h. die 
Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerniger armoti- 
scher Verbindungen fordernde Mutation, in einem der Aminosau- 
resequenzbereiche 172-224 (F/G-loop-Bereich) , 39-43 (6-strand 
1) , 48-52 ^S*se«*»d*»2) ,*-67-70 ! ( £^s:teBa>nd 3) , :-£'30"-335 (6-strand 
5), 352-^3*5 6 t(S»str,and^ 8) , 73?^82 ' .(•.helix 5 ) v und .86- 88 (helix 6) 
auf weist . 

Besondersl»beWrz^^^ Typs sind/ 

dadurch. ■ge^ehhzeiehnet , idafitTsie- w.enigstenss eine^der folgenden 
ein- ode r^ehrfaehfen^ Aminos^ . 

a) -Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; oder 

c) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 

sowie funktionale Aquivalente davon. Funktionale Analoga 
sind in diesem Zusammenhang davon verschiedene Mutanten welche 
weiterhin die gewunschte Substratspezif itat gegeniiber hetero- 
zyklischen Aromaten besitzen und insbesondere Indol hydrox- 
ylieren. 



Erf indungsgemaS oxi direr-bare , insbesondere hydroxy Merbare N- 
heteroeycli.s:©he,3Zwei- oder^mehrkernige^aT©ma.tisc<he*-Verbindun- 
gen umfassen vorzugweise zwei oder drei, insbesondere zwei, 
vier- bis siebengliedrigen, insbesondere sechs- oder fiinf- 
gliedrige, kondensierte Ringe, wobei wenigstens einer, vor- 
zugsweise alle Ringe aromatischen Charakter besitzen und wobei 
wenigstens einer der Ringe ein bis drei, vorzugsweise ein N- 
Heteroatom tragt. In der Ringstruktur konnen gegebenenf alls 
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ein oder zwei weitere Heteroatome, wie O und S, enthalten 
sein. Die aromatischen Verbindungen konnen weiterhin 1 bis 5 

Substituenten an den Ring-Kohlenstof f - oder an den Heteroato-- 

men tragen. Beispiele fur geeignete Substituenten sind Methyl, 
5 Hydroxyl und Halogen, wie F, Cl, und Br. Nichtlimitierende 

Beispiele fur geeignete Substrate sind Indol, N-Methyl -indol 
und die mit ein bis drei Substituenten an Kohlenstof f atomen 
substituierten Analoga davon. 

10 Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen, ko- 

dierend fur eine der obigen Monoxygenasen . Bevorzugte Nuklein- 
sauresequenzen sind abgeleitet von SEQ ID NO:!, welche wenig- 
stens eine Nukleot idsubst itution aufweist, die zu einer der 
oben beschriebenen funktionellen Aminosauremutationen f uhrt . 
15 AuSerdem sind die davon abgeleiteten, an die Kodonnut zung ver- 

schiedener Wirtsorganismen angepaSten Sequenzen Gegenstand der 
Erfindung. Gegenstand der Erfindung sich aufierdem durch Addi- 
tion, Substitution, Insertion oder Deletion einzelner oder 
mehrerer Nukleotide erhaltenen funktionalen Analoga der Nu- 
kleinsauren, welche weiterhin fur eine Monoxygenase mit der 
gewiinschten Substratspezif itat , insbesondere mit Indol -oxidie- 
render Aktivitat, kodieren. 

Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Expressionskonstrukte , 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nu- 
kleinsauresequenzen, wie einem 5 ' - stromauf warts gelegenen 
konstitutiven oder nicht-konstitutiven Promotor und 3 ' -strom- 
abwarts gelegenen Terminator, eine kodierende Sequenz, welche 
eine Nukleinsauresequenz gemafi obiger Definition umfasst. Be- 
sonders bevorzugt ist die Verwendung induzierbarer Promotoren, 
wie z.B. licht- und insbesondere temperaturinduztierbarer Pro- 
motoren, Wie der P r P r Promotor . Weitere regulative Elemente 
umfassen Enhancer, selektierbare Marker, Amplif ikationssigna- 
le, Replikationsursprunge Polyadenylierungssignale und der- 
35 gleichen. 




Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Vektoren, wie z.B. Vi- 
ren und Plasmide, umfassend wenigstens eines der erfindungs- 
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gemafien Expressionskonstrukte . Gegenstand der Erfindung sind 
weiterhin rekombinante Mikroorganismen, transf ormiert mit we- 
nigstens einem solchen Vektor. Bevorzugte Mikroorganismen sind 
ausgewahlb-,,untBf k Bakt.erd.en der ^GatJtung r Es&her lochia, wie z. B. 
5 E.coli. 

Die* Erf iitod^g^betrrif f tr aUfieaademtr ein^\fefef ateen v zur mikrobiolo- 
gischen Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerniger 
armotischer Verbindungen gemaS obiger Definition, das dadurch 
10 gekennzeichnet ist, daS man 

al) einen rekombinanten Mikroorganismus gemaS obiger Defini- 
tion in einem Kulturmedium, gegebenenf alls in Gegenwart 
eines Substrats, kultiviert; oder 
a2) ein Substrat -halt iges Reaktionsmedium mit einem erfin- 
15 du ngs g emafie n Enzym inkub-iert ; und 

b) das : *gebi Idet e Oxidat iQnsprodukt. ,oder^,eirl f ' Folgeprodukt 
dav,on^*aJas^dem ^M^dium^s^^ie^rt . 

Eine bevcfr*2»\ag<fee, Me&Baih*^^^ von 
20 Indol/Indd*rubin* geridhtet^tind dadurch. gekennzeichnet, dafi man 

aus dem Mfed4um das gfebiSfdete IhdQli und/oldfer^di^ubin 
isoliert. 




Wird die Umsetzung mit einem rekombinanten Mikroorganismus 
^ durchgefuhrt , so erfolgt vorzugsweise zunachst die Kultivie- 
rung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und in 
einem Komplexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bei einer 
Kultivierungstemperatur von etwa 30 bis 40 °C und einem pH-Wert 
von etwa 6 bis 9 kultiviert, bis eine ausreichende Zelldichte 

-3Q erreicht ist. Die Zugabe von Tnriol ist gewohnlich nicht er- 

f order li eh, ^da dieses vom Mikroorganismus int'ermediar gebildet 
wird. ?Im d>de ^©xidations^eaktdon- Cesser sbeuern* *zu konnen, be- 
vorzugt man die Verwendung eines induzierbaren, insbesondere 
temperaturinduzierbaren, Promotors . Man erhoht dabei die Tem- 
35 peratur auf die erf orderliche Induktionstemperatur, z.B. 42 °C 

beim PfPi-Promotor, behalt dies iiber einen ausreichenden Zeit- 
raum, z. B. 1 bis 10 oder 5 bis 6 Stunden, zur Expression der 
Monoxygenase-Aktivitat bei und verringert anschlieSend der 
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Temperatur wieder einer Wert von etwa 3 0 bis 4 0 °C. Die Kulti- 
vierung wird dann in Gegenwart von Sauerstoff 12 Stunden bis 3 
Tage fortgesetzt. Der pH-Wert kann dabei durch Zugabe von Na- 
OH, z.B. auf 9 bis 10, erhoht werden, wodurch die Indigobil- 
5 dung bzw. Indirubinbildung durch Luf toxidation der enzymatisch 

gebildeten Oxidat ionsprodukte 2- und 3 -Hydroxy indol zusatzlich 
gefordert wird. 



Wird die Umsetzung dagegen mit gereinigtem oder angereichertem 
10 Enzym durchgefuhrt so lost man das erf indungsgemafie Enzym in 

einem Indol -halt igen Medium (etwa 0,01 bis 10 mM, oder 0,05 
bis 5 mM, und fiihrt die Umsetzung/bei einer Temperatur von 
etwa 10 bis 50 °C, wie z.B. 3 0 bis 4 0 °C, und einem pH-Wert von 
etwa 6 bis 9 (wie z.B. eingestellt mit 100 bis 200 mM 
15 Phosphat- oder Tris-Puffer) , sowie in Gegenwart eines 

Reduktionsmittels durch, wobei das Indol -halt ige Medium au£er- 
dem bezogen auf Indol einen etwa 10 -bis 100-fachen molaren 
UberschuS an Reduktionsaquivalenten enthalt. Bevorzugtes Re- 
duktionsmittel ist NADPH. 

20 

Das gebildete Oxidat ionsprodukt kann dann in herkommlicher 
Weise, wie z.B. durch Extraktion oder Chromatographic, vom 
Medium abgetrennt und gereinigt werden. 

25^^ Weitere Gegenstander der Erfindung betreffen Bioreaktoren, 

umfassend ein erf indungsgemaSes Enzym oder einen erfindungs- 
gemaSen rekombinanten Mikroorganismus in immobilisierter Form. 

Ein letzter Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 

30 einer erf indungsgemaSen Cytochrom P4 5 0 Monoxygenase oder eines 

erfindungsgemafien Vektors oder Mikroorganismus zur mikrobiolo- 
gischen Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerniger 
armotischer Verbindungen, insbesondere im Rahmen der Bildung 
von Indigo und/oder Indirubin. 

35 




Die vorliegende Erfindung wird nunmehr unter Bezugnahme auf 
die folgenden Beispiele naher beschrieben. 
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Beispiel 1 : 



Randomisierunq soeziell er Codons von P450 BM-3 

5 Die Vers uehe_y: wurde n i m • we se n t 1 i c he n wie„ beschrieben in (19) 

durchgef.uhrt . "Drei Positionen (Phe87, Le.ul88omd Ala74) wurden 
mit Hilf e von. ortsspezif iseher Mutagenese unter Verwendung des 
Stratagene QuikChange kit (La Jolla, CA, USA) randomisiert . 
Folgende PCR- Primer wurden fur die einzelnen Positionen ver- 

10 wendet : Phe87 : 5 1 -gcaggagacgggttgnnnacaagctggacg-3 ' (SEQ ID 

NO:3), 5 1 - cgtccagct tgtnnncaacccgt ctcctgc - 3 1 , (SEQ ID NO:4) 
Leul88 : 5 1 -gaagcaatgaacaagnnncagcgagcaaatccag-3 1 (SEQ ID 
NO:5) , 5 ' -ctggatttgctcgctgnnncttgttcattgcttc-3 1 (SEQ ID NO:6; 
Ala74 : 5 1 -gctttgataaaaacttaaagtcaannncttaaatttgtacg-3 1 (SEQ ID : 

15 No:7, 5 ' -cgtacaaatttaagnnnttgactt % aagtttttatcaaagc-3 1 (SEQ ID 

NO: 8) 

Die Bedinguaig,en : f ur di e x PGR^waren f jiiriaMecdrei.'* Positionen 
identisch . I nsb.e sonder e . . wurdfen je 5 0 /il; ;r Reakt ion-svolumen 17,5 
20 pmol eines >j*eden Primers,, 2 0 pmol Template- PAasmid-DNA, 3 U 

der Pfu Polymerase und 3,25 nmol von j edem dNTP iverwendet . Die 
PCR Reaktion wurde bei^94°C /I min gestartet und dann wurde 
folgender Temperaturzyklus 20 mal durchgef uhrt : 94°C, 1 min; 
46°C, 2,5 min; 72°C, 17 min. Nach 20 Zyklen wurde die Reaktion 
2^^^ 15 min bei 72°C fortgesetzt. Nach der PCR wurde die Template 
DNA mit 20 U Dpnl bei 37°C 3 h verdaut . AnschlieSend wurde E. 

coli DH5a transf ormiert . Die transf ormierten E , coli DH5a-Zel- 

len wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert , welche 150 fig/ml 
Ampicillin enthielten. AnschlieSend wurde 18 h bei 37°C inku- 
-36 biert . 

PgippAeri2; 

Expression und Reinigung der P450 BM-3 und dessen Mutanten und 
35 Produktion eines blauen Pigmentes 




Das P450 BM-3 -Gen und die Mutanten davon wurden unter der Kon- 
trolle des starken, Temperatur- induzierbaren P R P L -Promotors des 
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Plasmids pCYTEXPl in E. coli DH5a wie bereits beschrieben 

(20), exprimiert . Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern 
aufgenommen und in Mikrot iterplatten mit 96 Vert ief ungen, ent- 
haltend je Vertiefung 200 fil TB-Medium und 100 fig/ml Ampicil- 
5 lin transferiert. AnschlieSend wurde iiber Nacht bei 37°C inku- 

biert . 40 fxl der Zellkultur einer jeden Vertiefung wurden an- 
schlieSend in ein Kulturrohrchen iiberfuhrt, das 2 ml TB-Medium 
mit 100 /zg/ml Ampicillin enthalt. AnschlieSend wurde 2 h bei 
37°C kultiviert. Dann wurde die Tempertur zur Induktion 6 h auf 
10 42°C erhoht . Dann wurde die Kultivierung iiber Nacht bei 37°C 

fortgesetzt, wobei ein blaues Pigment produziert wurde. 



Die praparative Herstellung von Enzym oder blauem Pigment wur- 
de ausgehend von einer 300 ml Zellkultur (OD 578nm = 0,8 bis 1,0) 

15 durchgef iirht . Zur Isolierung des Enzymes wurden die Zellen 10 

min bei 4000 Upm abzentrif ugiert , in 0,1 M K x P0 4 -Puf f er, pH 7,4 
resuspendiert . Die eisgekiihlten Zellen wurden mit Hilfe eines 
Branson Sonifiers W25 (Diet zenbach, Deutschland) bei einer 
Energieoutput von 8 0 W durch dreimalige Beschallung von 2 min 

20 vorsichtig auf geschlossen. Die Suspensionen wurden 2 0 min bei 

32570 x g zentrif ugiert . Der Rohextrakt wurde zur Aktivitats- 
bestimmung bzw. zur Enzymreinigung eingesetzt . Die Enzymreini- 
gung erfolgte wie in (21) bereits beschrieben, worauf hiermit 
ausdrucklich Bezug genommen wird. Die Konzentration an gerei- 

?S^^^ nigtem Enzym wurde iiber die Extinktionsdif f erenz bei 450 und 
490 nm, wie in (11) bereits beschrieben, unter Verwendung ei- 
nes Ext inktionskoef f izienten e von 91 mM" 1 cm" 1 bestimmt. 



Beispiel 3 : 

40 

Isolierung von Mutant en, welche crroSe Mengen an blauem Pigment 
produzieren. 

Jeweils 100 Kolonien wurden von den Mutanten einer jeden Posi- 
35 tion isoliert, welche durch randomisierte Mutagenese des Co- 

dons der entsprechenden Position erzeugt wurden. Diese Kolo- 
nien wurden in Kulturrohrchen zur Produktion von blauem Pig- 
ment kultiviert. Nach dem Waschen der Zellen mit Wasser und 
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mehreren langsamen Zentrif ugationsschritten (500 Upm) wurde 
das blaue Pigment mit Dimethylsulf oxid (DMSO) extrahiert . Die 
Loslichkeit des blauen Pigmentes war in DMSO am groSten. Die 
Absorp t i ori^de s v»ExtKatefee s sw,ujsde«*be i 6 7 7^nm«*besfeimmt . Die j enige 
5 ^Mutant e ,~<*we iche;:. di e - gmofit e^Menge -an:.Mawem Pigment von alien 

Mutanten^^iner^bestimmten^H©sit'±on^ prodU'Z-iert e ,^wurde fur eine 
DNA-<Sequenz±erung (ABI^DNA ^Seq.iaen2ierungs-Kit ; ABI Prism™ 377 
DNA Sequencer) verwendet und auSerdem als Template fur orts- 
spezifische randomisierte Mutagenese verwendet. 

10 

Beigpjel 4; 



20 



Aktivitatstest fur die Indol - Hydr oxy! i eruna - 

15 Die Indol ^^droxyl ieru^ ewer *L6sung get e - 

stet, die- 8 /xl< einer *1 0 - 5 0 0 mM^ Indol L6 sung in' DMSO, 850 /il 
Tris/HCl^tR\^&f er t( 0 , l^M ,^pH|£.8^2 )^Mad$r C% 6r*nmoW P:45 0^BM> 3 * Wildtyp 
Oder MubaMe^in^ei^emBMd^ I^ml^ eritehdelt . Das Ge- 

misch wu^de- 9Mn&tfm^ad^^ durch 
Zugabe vorr 5 0 /zl^e^ner^^^ 

te. Die ^eaFktion* wurde -*na&h '2 O'^Bec^durcri^'Z^g^be' 'wn- 6 0 /il 1,2 
M KOH gestoppt . ^rnnerhalb von 5 bis 30 sec (unter aeroben Be- 
dingungen) wurden die Enzymprodukte vollstandig in Indigo 
[A 2 ' 2 '-Biindolin] -3,3 ' -dion) und Indirubin ( [A 2 ' 3 ' -Biindolin] - 
2',3-dion) iiberf uhrt . Die Indigoproduktion wurde uber dessen 
Absorption bei 670 nm bestimmt. Eine Eichkurve mit reinem In- 
digo zeigte einen Extinkt ionskoef f izienten von 3,9 mM' 1 cm" 1 bei 
dieser Wellenlange. Ein linearer Kurvenverlauf wurde fur die 
Indigoproduktion in einer Reakt ionszeit von 4 0 sec unter Ver- 
wendung von 0,6 nmol Wilrd^yp, fezw, P45 0 *?BM - 3 -'Mutant e und 0 f Q5 




30 



bis 5,0-*mM Indol^e^halferen . indirubin zei 7 gt ei»ne«*sehr schwache 
Absorption* -fee i^-6 70 nm, und* dUe;**gebil*dete Indirubinmenge war 
sehr viel geringer als die gebildete Indigomenge . Die Bildung 
von Indirubin wurde bei der Bestimmung der kinetischen Para- 
35 meter vernachlassigt . Der NADPH-Verbrauch wurde bei 340 nm 

bestimmt und unter Verwendung eines Extinktionskoeff izienten 
von 6,2 mM" 1 cm" 1 wie beschrieben (17) berechnet . 
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Beigspiel 5; 

Reiniguna von Indigo und Indirubin 

5 Nach Waschen der Zellen mit Wasser und wiederholter Zentrifu- 

gation bei 500 g wurde das gebildete blaue Pellet mit Tetra- 
hydrofuran (THF) extrahiert. Der Extrakt wurde bis fast zur 
Trockene eingedampft und das rote Pigment wurde mehrmals mit 
50 ml absolutem Ethanol extrahiert. Der verbleibende blaue 

10 Feststoff wurde in THF gelost und durch Dunnschichtchromato- 

graphie (TLC) analysiert. Die Ethanollosung wurde eingedampft 
und durch Silicagelchromatographie (DC 60, Merck, Darmstadt, 
Deutschland; 2 cm x 30 cm) gereinigt, bevor sie mit THF und 
Petrolether in einem Verhaltnis von 1:2 gewaschen wurde. Die 

15 erhaltene rote Losung wurde eingedampft und deren Reinheit 

wurde durch TLC bestimmt. Die Absorptionsspektren des blauen 
und des roten Pigmentes wurden mit Hilfe eines Ultraspec 3000 
Spektrophotometers (Pharmacia, Uppsala, Sweden) in einem Be- 
reich von 400 bis 800 nm bestimmt. AuSerdem wurde der blaue 

20 und der rote Farbstoff durch Massenspektrometrie und X H-NMR 

Spektroskopie analysiert . 

Versuchseraebnisse 

2 ^^^ 1 - Erhohung der Produktivitat fur blaues Pigment durch P450 
m W BM-3 -Mutagenese 

Natives P450 BM-3 besitzt nicht die Fahigkeit zur Produktion 
des blauen Indigo-enthal tenden Pigments, bzw. der Vorlaufer- 

30 substanten 2- bzw 3 -Hydroxyindol . Urn e i ne ausrei ch ende Menge — 

an blauem Pigment herstellen zu konnen, wurde P450 BM3 einer 
gezielten Evolution ausgesetzt. Samtliche Mutanten, welche das 
blaue Pigment produzierten, wurden sequenziert . Es wurde fest- 
gestellt, daS wenigstens eine der folgenden drei Positionen 

35 mutiert waren: Phe87, Leul88 und Ala74 . Es wurde deshalb an- 

genommen, da£ diese drei Positionen eine entscheidende Rolle 
fur die Aktivitat von P450 BM-3 bei der Produktion von blauem 
Pigment spielen. Aus der Struktur der Ham-Domane von 
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Cytochrom-P4 5 0-BM 3, komplexiert mit Palmitoleinsaure sieht 
man, daS Phe87 das Substrat an einem naheren Heranrucken an 
die Ham-Gruppe hindert (14) . Die Mutante Phe87Val zeigt eine 
hohe Regdo-^tand*---S^ von (14S , 

5 1 5R) Arachid©>n»3aaaxe (13) und £ki-e* Muvtante.*-Phe87Ala verschiebt 

die Hydroxyl-ier-ungsposition von g)-1,,co>2 und co-3 zu co (22). 
Die Posi^ion^8 7-wurJde ■'desfealb als erste fur"sd*ie ortspezif ische 
randomisierte Mutanese mit Hilfe von PCR ausgewahlt. In Rohr- 
chenkulturen wurden 7 Kolonien erhalten, welche eine geringe 

10 Menge an blauem Pigment nach Induktion produzierten . Die Kolo- 

nie, welche die groSte Menge des blauen Pigments produzierte, 
wurde fur die DNA-Sequenzierung ausgewahlt. Die Sequenzdaten 
ergaben eine Substitution von Phe87 durch Val . Die Mutante 
Phe87Val wurde anschlieSend als Template fur die zweite Runde 

1 5 der ortsspe zi M sfehen Randomisierte Mutageneses an Posit ion 

Leul88 ve»endet . Die Struktur der €ani-Domane , komplexiert mit 
Pa 1 mi t o 1 e>i*RiS au»r e^z e^gt , d&fisdbd: e^Repos i t i ondse^rung^de r F - und G - 
He 1 i ee s dentHRe^s tMfreu*L 8 8 ?i n^dl^r?e%t'en^*K©n^akt^mi t^dem Subs t rat 
bringt (14) ®&&sei^l?o&L^ Rolle 

20 bei der Subst^2^%biiSd\a?ngt*?Mer ^orient r*e»»ungKspi el en .^Nach dem 

zweiten St:*reeniHgdurchgang wurlden 3I^Kolon^eri**beobaGhtet , wel- 
che das blaue Pigment produzierten. Die Mutante, welche die 
groSte Pigmentmenge produzierte , enthielt die Substitutionen 
Phe8 7Val und Leul88Gln. Diese Mutante wurde anschlieSend in 

25^^^ Position Ala74 im dritten Durchgang der ortspezif ischen rando- 
misierten Mutagenese mutiert. Man erhielt dabei die Dreifach- 
mutante F87L188A74 (Phe887Val / Leul88Gln und Ala76Gly) , welche 
mehrere mg blaues Pigment in einem 2-Liter-Kolben, enthaltend 
300 ml TB-Medium, produzierte. Diese Menge reichte zur Isolie- 

30 rung und Charakterisierung des blauen Pigmentes aus. 

2 . J. go.l j e runq^.ynd^l4ent; i f j z^g^¥ng^<a^3^b^^gn P lament s 

Nach dem Auswaschen der Zellen wurde das verbleibende blaue 
35 Pellet mit THF extrahiert und TLC analysiert. Das blaue Pig- 

ment wurde in eine schneller wandernde blaue Komponente und in 
eine langsamer wandernde rote Komponente auf getrennt . Beide 
Komponenten zeigten exakt die gleichen Mobilitatsparameter wie 
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die Komponenten einer kommerziellen Indigo-Probe. 



Nach der Reinigung wurden die Absorptionsspektra beider Kompo- 
nenten in DMSO bestimmt. Die blaue Komponente zeigte das glei- 

5 che Spektrum wie eine kommerzielle Indigoprobe. Die gereinigte 

blaue und rote Komponente wurden jeweils durch Massenspektro- 
metrie analysiert. Die Massenspektra beider Pigmente zeigten 
einen starken Molekiilionenpeak bei m/z = 2 62 und zwei Fragmen- 
tionenpeaks bei m/z = 234 und 205 (relative Intensitat jeweils 

10 10%) . Dieses Muster ist typisch fur indigoide Verbindungen. 

Die Elementarzusammenset zung dieser Ionen wurde durch hoch- 
auflosende Massenspektrometrie bestimmt als C 16 H 10 N 2 O 2 , C 15 H 10 N 2 O 
bzw. C 14 H 9 N 2 . Dies ist ebenfalls charakteristisch fur Strukturen 
vom Indigotyp. Das blaue Pigment wurde somit als Indigo und 

15 das rote Pigment als Indirubih bestimmt. Zur Bestatigung der 

Struktur wurden 500 MHz ^-NMR-Spektren beider Pigmente in 
DMSO-D 6 -L6sung durchgef iihrt . Die Ergebnisse stimmten mit den 
Literaturangaben (23) uberein. 

20 3 . Produkti on von Indigo mit isolierten Enzymen. 

Es ist bekannt, daS Indigo aus Indol durch mikrobielle Trans- 
formation zuganglich ist (24-26) . Keines dieser mikrobiellen 
Systeme enthielt jedoch eine P450 Monoxygenase . Erfindungs- 

25^^^ gemafi wurde zunachst die katalytische Aktivitat des reinen 
m m Enzyms fur Indol bestimmt. Die Mutante F87L188A74 wurde mit 
Indol vermischt. Keine Farbreaktion war zu beobachten. Erst 
nach Zugabe von NADPH zum Reakt ionsgemisch bildete sich das 
blaue Pigment nach etwa 2 0 min. Durch Einstellung des pH-Werts 

.3Q de r R eakt i onsmi schu ng auf einen Wert von etwa 11 , 3 0 sec nach 

Zugabe von NADPH, wurde die blaue Farbung innerhalb von weni- 
gen Sekunden sichtbar. Kontrollversuche unter Verwendung von 
nativem P450 BM-3 waren immer negativ # selbst unter Verwendung 
erhohter Konzentrat ionen an Enzym, Indol und NADPH. Das blaue 

35 Pigment wurde mit Ethylacetat extrahiert und durch TLC analy- 

siert. Das blaue Pigment trennte sich wieder in eine schneller 
laufende blaue Komponente und in eine langsamer laufende rote 
Komponente auf. Die R f -Werte und die Absorptionsspektren waren 
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identisch mit denjenigen Werten der Extakte aus der Fermenta- 
tionsbruhe. Die F87L188A74 -Mutante von P450 BM-3 stellt somit 
eine Indol hydroxylase dar. 

5 Es sind harsher zwei W.ege' fur d i e -en z-yma.ta s c he Transformation 

von Indol^zu ^I-ndigo beschrieben worden . ^Ein *Weg wird durch 
eine- Dio»ygenase , orde n„a»ndereudurcb ed-nervStyrolmonoxygenase 
katalysiert (24,25) . Die NADPH-Stochiometrie betragt in beiden 
Fallen 2. Es wurde deshalb angenommen, daS im Gegensatz zu den 
10 Dioxygenasen die erf indungsgemaSe Mutante F87L188A74 Indol in 

nur einer Position hydroxyliert , um Oxindol (2 -Hydroxy indol ) 
oder Indoxyl (3-Hydroxyindol) zu bilden. 



15 



Kinetische Parameter der Indolhydroxylierung 



Reine Troben des WiLdtyp^Enzy^s>^P4 50^BM-3 t - und^der Mutanten 
Leul 8 8Gln , v, *Pfae8 73/al , mF&*?lfi$Q 8 m^<W0B3a&&BW& 4r- wurden zur Best im- 
mung der^feinetischen ^Par^meffc^^ verwen- 
det . Die"'33ti?s^bn^^ 1- zusammenge- 

20 faSt . 

Tabelle 1 Kinetische Parameter' der P450 BM-3 Mutanten fur In- 
do 1 hy dr oxy 1 i e rung 

_Mutanten ^ ( S" 1 ) 1^ (mM) K^/K,, (M^s" 1 ) 




WT 



a) 



Leul88Gln n.d. b) n.d. n.d. 

-50 Phe8 7Val 2 , 03 — (0, 14) 1 7, 0 (1 , ,0) 1X9 

F87L188 2,28 (0,16) 4,2 (0*4) 543 

F87L188A74 2,73 „(0,vl6) 2> 0 .(0,2) 1365 

a) keine Aktivitat wurde beobachtet; 
35 b) nicht bestimmt (Aktivitat war zu gering um gemessen zu 

werden 
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Selbst beim UberschuS an gereinigtem Enzym und hoher Indolkon- 
zentration ist das Wildtyp- Enzym nicht in der Lage, Indol zu 
oxidieren. Die Mutante Leul88Gln zeigt eine geringe Aktivitat. 
Die Mutante Phe87Val zeigt eine katalytische Wirksamkeit von 
5 119 M^s" 1 fur die Indolhydroxylierung . Die katalytische Effi- 

zienz der Doppelmutante F87L188 (Phe87Val , Leul88Gln) erhohte 
sich auf 54 3 M' 1 s" 1 und wurde durch Einfiihrung der weiteren Sub- 
stitution Ala74Gly auf 1365 M^s" 1 erhoht . Die ^-Werte erhoh- 
ten sich von Phe87Val zur Dreif achmutante hin urn insgesamt 
10 3 5%, wahrend die ^.Werte etwa urn das Siebenfache abnahmen. 

Dies weist darauf hin, daS Ala74Gly und Leul88Gln vorwiegend 
an der Substatbindung beteiligt sind. 

Die Indol-Turnover-Rate (1^=2,73 s" 1 ) war fur die Dreif achmu- 
15 tante F87L188A74 mehr als zehnfach hoher als fur die meisten 

P450-Enzyme (18) . 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaf t 

<120> Indigo-produzierende Cytochrom P450 Monoxygenasen 
<130> M/40241 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3150 
<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 
220> 

221> CDS 
<222> (4) . . (3150) 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 
Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
1 5 10 15 

aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 
Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 
20 25 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 
He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

Jaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 7 0 75 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 
Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
— 8-Q a5 90 95_ 

tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 
Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 HO 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val 
115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 




48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



145 



150 



155 



tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 
Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr 
160 165 170 175 

agt atg gtc cgt gca etg *gat,.*gaa ^gca atg*«aac>*aag ctg*. cag^cga .gca 
Ser Met Val^A>rg^A€a^l5eu *Asp'*Glu -MaHMeWAsn /IrysiiEe^GlnicATg., Aia 
>1*80 -1*85 130 



528 



576 




aat cca gac gac^cca *gct ^at^gat gaa^aac aag cgc^cag ttt caa^gaa 
Asn Pro Asp Asp H ^Brb ^ Ala ^Tyr-/Asp:*Glu^Asn^ L-ys ^Arg G'ln^Phe Gln^Glu 
195 200 205 

gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 
Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 
Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 

Jga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg 
240 ' ^45 ^250 >255 

tat caa att att* aca ttcUta, att gcg.*gga^cac gaa .aca^aca-^agt^ggt 
Tyr Gin He He ThrePyhe.^Leu l»le*A^a^GlyUHds, Glu^hr^T-hr^Ser^Gly 



W*2 60 



'm65 



270 



ctt tta tea tfct- geg~<5tg%fe^ 

Leu Leu Ser Phe\Ala**Eeu~Tyr Phe Leu *Val Lysa^SiTPxtf ,Ms VaJ^Leu 
27 5 



280 



"285 



caa aaa gca ^ca^gaa^gaa gca vgca^Gga <gtt^cta gta gat^ectv gtt eea 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 



age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 



aa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 

Lys Glu Asp Thr Val-Leu Gly Gly *Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly , Asp 
^r- 3^5 -r^n 



624 



672 



720 



768 



816 



8 64 



912 



960 



1008 



1056 



340 



gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt, gat aaa aca att tgg 

Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin «Leu >His : -Arg^Asp Uys Thr lie Trp 

355 360 ! 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 

Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 

370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 

Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 

385 390 395 



1104 



1152 



1200 



tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 



1248 




20 



Cvs lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 ^ 405 410 415 

atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 
Asp lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 
Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 

gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 

acg ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 



tec 

I 



:hr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
1 - 4 90 4 95 



'80 485 



515 



get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg cct gat aac 

Ala val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 

Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 



545 



550 555 




n a3 ggq 0 aa aaf ~- atc qct qac cgc ggt gaa gCa g3t 9 ° a ag ° q *° 

Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 

600 605 



595 



gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 



610 



615 620 



gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 



625 



630 635 



tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ccg ctt 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 1536 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea cac gee gga aat ctt ccg cgc gaa gga 1584 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 

520 525 



1632 



1680 



1728 



aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 
lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
| 6 0 565 570 575 

act acg tat caa aaa gtg cct get ttt atc gat gaa acg ctt gee get 1776 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 



1824 



1872 



1920 



1968 



21 



# 



gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 

ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu 
675 **680 *>-685 

ctt cca aaa, gaa^gct itct^tat^eaa^gaa^gga^gat eat tta 'ggt gtt att 
Leu Pro Lys 'Glu^Ala^Ser^Tyr Gln^TGlu Gly Asp His -Leu Gly Val He 
*690 6*95 7'00 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 

eta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 

ct cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 
la His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

tac gtg gag ctt -caa ^gat cct; -gtt-^afcg -cgc»*aeg^eag-ctt -cgcv*gca^tg 
Tyr Val Glu Leu : .Gin ^sp Pro Val^Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ma Met 
755 7 60 765 

get get aaa a^g^gtc^tger^ 

Ala Ala Lys *Thr Val^@ys^Pr6^Pr6^Hds^ys ; ^V^l^ Glu: ;L*euPG»lu>*AvLa^eu 
7 70 *7*?5 ^80 

ctt gaa aag caa • gcc*-*tac«*-a>aaa»gaa caa^g.tg otg- gea^aaa^egt* tta *a v ca 
Leu Glu Lys Gln^AlaTT.y* Eys* Glu ^Gln AYal Leu-Ala Lys "Arg -Leu '^Thr 
785 ^7-90 "7195 

atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 
Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
800 805 810 815 

=ia ttt ate gee ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 
Lu Phe He Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 
820 825 830 

tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 
Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 
835 ~ 840 845 



2016 



2064 



2112 



2160 



2208 



2256 



2304 



2352 



2400 



2448 



2496 



2544 



gtt gtc tea ^gga -gaa gcg tgg agc gga tat gga gaa tat aaa gga att 
Val Val Ser Gly Glu Ala Trp^Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie 
850 d 855 860 

gcg teg aac tat ctt gee gag ctg caa gaa gga gat acg att aeg-tge 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys 
865 870 875 

ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cct gaa 
Phe He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 

acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 
Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 



2592 



2640 



2688 



2736 



22 



ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 
Glv Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 

gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 
Glv Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

ctq tat caa gaa gag ctt gaa aac gec caa age gaa ggc ate att acg 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr 
945 950 955 

ctt cat ace get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 

cag cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 
Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 



|«a gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 
Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 

gec gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 
Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 
Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



<210> 2 
£211> 1048 
12> PRT 

13> Bacillus megaterium 



Thr°ile Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

Leu Pro Lou Lou Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 



20 



25 30 



Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 

35 40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 

50 55 60 



Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 



70 75 80 



Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 
85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 



2784 



2832 



2880 



2928 



2976 



3024 



3072 



3120 



3150 
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100 105 110 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu Asp 
130 a-35 w*14 0 

Met Thr Arg Leu^Thr^Leu^Asp^Thr I.le-Gly^Leu" .Gys 1 Gly Phe^Asn Tyr 
145 »50 155 160 

Arg Phe^Asnt^Sej^Bhe^Tcyr^ His-Pro**Phe 14e>Thr^S*er 

165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 

180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 



# 



e Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 



Ala Ser Gly Glu Gin Ser^Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 ' 2O0 ~ 235 -240 

Lys Asp Pro Glu Thr**.Gly.j31u Pro Leu .<Asp ^Asp^Glu^Asnr^Ile .A^rg Tyr 
^2:4 5 33^50 -HB55 

Gin He He 'T^-J^6^u^^l^l^H!is; Glu^Th^Thj^Se^GlyJWfceu 
2*60 ^2d5 r*2170 

Leu Ser Phe Ala *Leu 'Tyr Phe Leu Valc*Lys***Asffc» Pro His Val< T5eriM3«ln 
275 ^280 ^285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 



Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
05 310 315 320 



a Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 
325 330 335 

Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 

Leu Met , Val Leu He Pro Gin Leu His -Arg Asp Lys Thr, lie Trp Gly 
__ _ ^ 

Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro , Glu Arg^Phe >Glu-Asrt -Broker Ala 
37 0 37 5 -380 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 

He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
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435 440 

Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly 
450 455 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys 
465 470 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser 
485 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala 
500 



445 

Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
4 60 

Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
475 480 

Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 
490 495 

Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 
505 510 



Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 

Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 

I I 550 555 560 

Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 
565 570 575 



Thr Tyr Gin Lys 
580 

Gly Ala Glu Asn 
595 

Phe Glu Gly Thr 
610 

Ala Ala Tyr Phe 
625 

Thr Leu Ser Leu 



Val Pro Ala Phe 



lie Ala Asp Arg 
600 

Tyr Glu Glu Trp 
615 

Asn Leu Asp lie 
630 

Gin Phe Val Asp 
645 



lie Asp Glu Thr 
585 

Gly Glu Ala Asp 



Arg Glu His Met 
620 

Glu Asn Ser Glu 
635 

Ser Ala Ala Asp 
650 



Leu Ala Ala Lys 
590 

Ala Ser Asp Asp 
605 

Trp Ser Asp Val 



Asp Asn Lys Ser 
640 

Met Pro Leu Ala 
655 



s Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 

660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu Leu 

675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie Pro 

690 695 700 

Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 "* " 710 715 720 

Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 
725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 

740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 

755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
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770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 

785 ~ 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 

•%&0 5 *i&10 .*i8.15 

Phe lie Ala^Leu^fceu^Prd^Ser lle^Arg^Pro *Arg Tyr Tyr*. Ser He Ser 

820 825 830 

Ser Ser Pro Arg*Wal^Asp~Gluw&^ I4eWEhr*Val*-®er*- Val 

835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He Ala 

850 "* 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys Phe 

865 " 870 875 880 



e Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 



Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 
900 ^905 910 

Phe Val Gin Ala' Arg Lys Gln*fceu- 'Ly£R5*Lu .Gin, Gly Gin Ser^Letf Gly 
915 -?920 " 925 

Glu Ala His IseuT«Tyf^Bhe^ 

930 »935 ^94 0 

Tyr Gin Glu Glu *LeuvGiu**Asn Ala ^ln, »Ser Glu G*ly He He The Leu 
945 ^950 -955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 

His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 
980 985 990 

y Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 * 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala -Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly^Arg 

-&25 : T030 TUJ5 rtrce- 

Tyr Ala Lys Asp -Val Trp Ala Gly 
1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
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<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 30 



<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 




<210> 5 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
20> 

f 223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 34 



<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg 



•|10> 7 
lll> 41 
212> DNA 
<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 7 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 



- » 




<210> 9 
<211> 1049 
<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 
<400> 9 

Met Thr lie Lys Glu. Met Pro-.Gln Pro . Lys' Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
15 10 15 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala, Leu Met Lys 
20 25 30 

lie Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
* £5 70 75 80 

sp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
8 5 90 95 

Trp Lys Lys Ala His ..Asn lie Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 110 

Met Lys Gly Tyr His . Ala Met .Met Val- Asp lie Ala Val. Gin Leu Val 
115 120 125 

Gin Lys Trp Glu Arg Leu. Asn Ala Asp,<Glu His He Glu Val^ Pro, Glu 
130 135 140 

Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys :Gly Phe Asn 
145 150 155 160 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr 
165 170 175 

r Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 " 200 205 

Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 215 220 

Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 240 

Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg 
245 250 255 

Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 

Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 
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Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 320 

Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
325 330 335 

Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 
340 345 350 

Glu Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 
355 360 365 

Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 400 

Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
405 410 415 

et Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 ' 445 

Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 

Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 480 

Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
485 490 495 

Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

n Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 560_ 

Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
565 570 575 

Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
595 600 605 

Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 ' 615 620 

Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 640 
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Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
645 * 650 655 

Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 
67 5 680 46^8 5 

Leu Pro Lys Glu^Alat^Ser^Tyr . Gln%*Glu ,GlyWVsp J&Ls Leu Gly Val lie 
690 -*G95 'TOO 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly I*le Val Asn Arg Val^Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 720 

Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
725 730 735 

Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

r Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

Ala Ala Lys Thr Val -®ys Pro Pro-Hds Lys .Val- .Glu<MLeu ,<3Au< Ala >Leu 
77 0 775 } *7<80 

Leu Glu Lys Gin* Ala Tyr Lys^Glu ,Gln**Mal Leu*- Ala . *Lys **Arg* Leu Thr 
78 5 -7S0 W&b *T8;00 

Met Leu Glu Leu^.Leu Glu ^Isys ^T,yr^ Pr6* A*la Cys Glu^Met TtysT Phe. Ser 
t-80 5 t 8d0 815 

Glu Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser. Ile-v Arg Pro Arg 1 Tyr Tyr Ser lie 
8,20 -^825 -830 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser 
835 840 845 

Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie 
850 855 860 

a Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 
865 870 875 880 

Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
885 890 895 

Thr Pro Leu Tip-Met Val Gly Pro^Gly Thr G l y Val Ala Pro Phe Arg 
900 905. 910 

Gly Phe Val Gln^Ala- Arg Lys Gln^Leu Lys Glu Gin* Gly- Gin -Ser Leu 
915 920 -925 

Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 960 




Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
965 970 975 
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Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 

Gin Gly Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 



Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 1040 

Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 
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Patent anspruche 

1. Cytochrom P450 Monoxygenase , welche zur Oxidation N-hete- 
5 roG»yel*i*s:eher:^ Verbin- 

dungen>be£ahigt *drs t . (.LOS LI CH ) 

2. ^Monaxyg'eisiase— nach Anspruch 1, deren Substrat -bindender 

Bereich durch ortsspezif ische Mutagenese zur funktionalen 
10 Aufnahme des N-heterocyclischen Substrats befahigt ist. 



m 



Monoxygenase nach Anspruch 1 oder 2, abgeleitet von Cyto- 
chrom P450 Monoxygenasen bakteriellen Ursprungs . 



Monoxygenase nach Anspruch 3, abgeleitet von Cytochrom 
P4 5 0^Mon<s>x^ge*ra*s e*3BM - 3 - ams&B&ci 1 iu s^/n^gra^eirijtim mi t e i ne r 

Aminosaujsesequenz^gemaS* SEQ.wID NO : 2 , * welche-^wenigstens 
e ine^»ktoriSDn e>le^Muta t i^on^d nee i*nem^d'e iSfcAmi nosaurese- 
queh^bereiche 172^*2*24, 3 9-4 3,-4 8*- 52 "67-70, 330-335, 352- 
20 3 56,7 3Y8 2^u«ndU8 6*-' 8 8>au f we^ls t . 

5 . Mon©»ygei*aTse nacbk Anspr&ch ' 4 ^da^d^ch^g^kenn^zeichnet , date 
sie wenigstens eine der folgenden ein- oder mehrfachen 
Aminosauresubstitutionen aufweist : 
5 a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; oder 

c) Phe87Val / Leul88Gln, Ala74Gly; 
sowie funktionale Equivalent e davon. 

30 6. NukleM'sau^esequenz , kodierend fur eine ^Monoxygenase nach 

einem der vorherigen Anspruche . 

7 . Exposes sion'Skonstvr.ukt , entehakfrend unteer zder -'genet ischen 
Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine kodie- 
35 rende Sequenz, welche eine Nukleinsauresequenz nach An- 

spruch 6 umfasst. 



8. 



Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt 
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nach Anspruch 7 . 



m 



9. Rekombinanter Mikroorganismus , transf ormiert mit wenig- 
stens einem Vektor nach Anspruch 8 . 

5 

10. Mikroorganismus nach Anspruch 9, ausgewahlt unter Bakte- 
rien der Gattung Escherichia . 

11. Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation N-heterocycli - 
10 scher zwei- oder mehrkerniger armotischer Verbindungen, 

dadurch gekennzeichnet , daS man 

al) einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 9 
oder 10 in einem Kulturmedium, gegebenenf alls in 
m W Gegenwart eines Substrats, kultiviert; oder 

X^^^ a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmedium mit einem En- 

zym nach einem der Anspruche 1 bis 5 inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgepro- 
dukt davon aus dem Medium isoliert. 

20 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daS 

man aus dem Medium das gebildete Indol und und/oder Indi- 
rubin isoliert. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12 , dadurch gekennzeich- 
°5 net, daS man die Indoloxidation durch Kultivierung der 

Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff bei einer 
Kultivierungstemperatur von etwa 3 0 bis 4 0 °C und einem 
pH-Wert von etwa 6 bis 9 kultiviert. 

30 14. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10 , dadurch gekennzeich- 

net , daS man die Indoloxidation durch enzymacische umsec- 
zung eines Indol -haltiges Mediums bei einer Temperatur 
von etwa 3 0 bis 4 0 °C und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 
durchf uhrt , wobei das Indol -haltige Medium auSerdem bezo- 

35 gen auf Indol einen etwa 10 -bis 100-fachen molaren Uber- 

schuS an Reduktionsaquivalenten enthalt. 



15. Bioreaktor f umfassend ein Enzym nach einem der Anspruche 
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1 bis 5 oder einen rekombinanten Mikroorganismus nach 
einem der Anspruche 9 oder 10 in immobilisierter Form. 

16. Verwendung einer Cytochrom P450 Monoxygenase nach einem 
rrder^^^splBfehew l^bis^S ^:e*i*nes^ Anspruch 8 , 

oder^ffLn^s^l^l^o^gBiasifamxsia nach'^Anspruch 9 oder 10 zur 
mik>robiologis ? ©ken 'Ox^dat-ion- N- ? heterocyclisdher zwei - oder 

17. Verwendung nach Anspruch 16 zur Herstellung von Indigo 
und/oder Indirubin. 
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Zusammenf as sung 

Die Erfindung betrifft neue Cytochrom P4 50-Monoxygenasen, wel- 
5 che zur Oxidation N-heterocyclischer aromatischer Verbindungen 

befahigt sind, dafur kodierende Nukleotidsequenzen, diese Se- 
quenzen enthaltende Expressionskonstrukte und Vektoren, damit 
transf ormierte Mikroorganismen, Verfahren zur mikrobiologi- 
schen Oxidation N-heterocyclischer aromatischer Verbindungen 
10 und insbesondere Verfahren zur Herstellung von Indigo und In- 

dirubin. 
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